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(§) Verfahren zur Reinigung des Faktor Vtll-Komplexes 

Die Erf indung betrifft ein Verfahren zur Reinigung von Fak- 
tor VIII durch Adsorption auf einer unldslichen Matrix, wel- 
che freie Sulfatgruppen aufweist, insbesondere auf Dex- 
transulfat, sowie die selektive Elution hiervon. 
Ein geeignetes Elutionsmittel zur Reinigung des von Wille- 
brand-Proteins (Faktor VIIIR : vWp) ist Citratpuffer bei pH = 
6,85 mit einem Gehalt von 0,47 M Natriumchlorid und 2,14 
mM Kalziumchlorid. 

Ein geeignetes Elutionsmittel fur die Reinigung des Faktor 
Vlll-Komplexes (Faktor VIIIR : Ag, Faktor VIIIR : vWp und 
Faktor VIM : C) ist Citratpuffer bei pH -Werten zwischen 6,2 
und 7,3 mit einem Gehalt von 1,0 M Glycin, 2,14 mM Kalzium- 
chlorid und 0,5 M Natriumchlorid bei +4°C. 



< 

00 
CO 

s 

CO 
LU 

Q 



BUNDESDRUCKEREI 06.85 508 033/563 15/80 



EUROPEAN PATENT ATTORNEYS 



MANITZ, FINSTERWALD & ROTERMUNE?^^^ 



THE SPECIAL TRUSTEES 
FOR ST. THOMAS' HOSPITAL 
St. Thomas 1 Hospital 
London SE1 7EN, England 



DEUTSCHE PATENTANWALTE 

DR. GERHART MANITZ • oipl-phys. 

MANFRED FINSTERWALD * Dipl-ing.. oipl-wirtsch.-ing 

HANNS-JORG ROTERMUND - DiPL -PHYS. 

DR. HELIANE HEYN • oipl.-CHEM. 

WERNER GRAMKOW . otPL -ing. (1939-1982} 

BRITISH CHARTERED PATENT AGENT 

JAMES G. MORGAN ■ b.£C. (Phys.>. d.m.s. 

ZUGEIAS3BNB VERTRETER 8BM EURQPAfSCHEN PATENTAMT 
REPRESENTATIVES BEFORE THE EUROPEAN PATENT OFFICE 
MANDATAIRES AGREES PRES L'OFFICE EUROPEEN DES BREVETS 

8000 MUNCHEN 22 - ROBERT -KOCH -STRASSE 1 
TELEFON (0 89) 22 4211 - TELEX 529 672 PATMF 
TELEFAX (0 89) 29 7575 (Gr. II + 111) 
TELEGRAMME INDUSTRIEPATENT MUNCHEN 



Munchen, den 08.02.1985 
S/Sv-S 4078 



Verfahren zur Reinigung des Faktor VIII-Komplexes 



Patentansp ruche 



1 • Verfahren zur Reinigung des Faktor VIII-Komplexes oder eine-s 
Oder mehrerer Bestandteile hiervon, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB eine unreine Preparation von Faktor 
VIII auf einer unloslichen Matrix, welche freie Sulfat- 
gruppen aufweist, adsorbiert wird und anschliefiend der 
Faktor VIII oder der gewunschte Faktor VIII-Bestandteil 
selektiv eluiert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch g e k e n n - 

zeichnet 7 - daB als unlosliche Matrix Dextransulf at , 
Chondroitinsulf at oder sulfatierte Agarose verwendet wird. 
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Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, daB das gewiinschte Material von der unloslichen 
Matrix unter Verwendung eines Puffers mit kontinuierlich 
Oder diskontinuierlich ansteigender Salzkonzentration 
eiuiert wird. 

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennz^eich- 
n e t , daB das Salz ein Ammonium- oder Alkalimetall- 

i i ~ j j c M — x. x. x. ~. ^ l xt — x. ^ J — . _ j — -» M _ H x. 

iiaiuycinu , — j.Oj-iujlcl l- / -auci.au, — aunau uaci — uxuaiuunau 

1st. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansp ruche, dadurch 
gekennzeichnet , daB das gewiinschte Material 
von der unloslichen Matrix unter Verwendung eines Puffers 
mit kontinuierlich oder diskontinuierlich abnehmendem pH- 
Wert eiuiert wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche zur Reini- 
gung des Faktor VHI-verwandten Wiilebrand-Proteins (Faktor 
VIIIR:vWp) , dadurch gekennzeichnet , daB der 
Faktor VIIIR:vWp von der unloslichen Matrix unter Verwen- 
dung eines Puffers mit einem pH-Wert von 6,0 bis 8,0 und 
einer Natriumchloridkonzentration von wenigstens 0,3 M 
eiuiert wird. 

Verfahren nach Anspruch 6 , dadurch gekennzeich- 
net, daB der Puffer einen pH-Wert von 6,7 bis 7,0 und 
eine Natriumchloridkonzentration von wenigstens 0,4 M be- 
sitzt. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet , daB die anfangliche Adsorp- 
tion der unreinen Preparation von Faktor VIII bei einer 
Temperatur von 10°C bis 30°G durchgef iihrt wird, 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet , daB das gewiinschte Material 
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unter Verwendung eines Puffers, welcher Kalz iumchlorid 
bei einer Konzentration von 1 bis 5 mM enthalt, eiuiert 
wird . 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet , daB die unreine Preparation 
von Faktor VIII menschiiches Plasma Oder ein hieifaus erhal- 
tenes Kryoprazipitat ist. 
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Die Erfindung betrifft die Reinigung des Faktor VIII-Kompiexes 
einschlieBlich des Faktor VIII-Koagulationsf aktors und/oder 
des Faktor VHI-verwandten von Willebrand-Proteins . 

Der Faktor VIII ist ein Blutproteinkomplex, weicher bei den 
friihen Stufen der Biutkoaguiation teilnimmt. Er zirkuiiert 
in Spurenmengen im normalen Piasma ais ein Glycoprotein mit 
hohem Molekulargewicht . Dieser Komplex besteht aus einem 
Prokoaau 1 ant-RPSt^ndf-e i I ( Pa^^^>* wttt . r* \ w,-«t a i_ „ 

^ - * - * — * g k+x^jl. UXUXL/^Xd^ll XII"" 

aktiv ist oder bei Hamophilie A fehlt, und einem weiteren 
Bestandteil, der dem Faktor VHI-verwandtes von Willebrand- 
Protein (Faktor VIIIR:vWp) genannt wird, wobei dieser bei 
der Platfcchenaggregation mitwirkt und Verklebungseigenschaf- 
ten aufweist. Dieses letztgenannte Protein wird quantitativ 
Oder qualitativ im Plasma von an von Willebrand 1 scher Krank- 
heit leidenden Patienten verandert. Es wird angenommen, daB 
der Komplex in vivo mit Lipoproteinen verbunden ist, welche 
wahrscheinlich zusatzliche Stabilitat bewirken. Weiterhin 
wird angenommen, dafl optimale Konzentrationen an Kalzium- 
ionen der Einheit des Faktors VIII :C zusatzliche Stabili- 
tat verleihen. 

Die Hamorrhagiesymptome von Hamophilie A oder der von Wille- 
brand'schen Krankheit werden durch Applikation des Faktors 
VIII von gesunden Spendern behandelt. Dies kann durch Trans- 
fusion des Gesamtplasmas in milden Fallen oder durch intra- 
venose Applikation von "Kryoprazipitat" in schwereren Fallen 
erfolgen. 

Das Kryoprazipitat wird ubiicherweise nach der Arbeitsweise 
von Pool et al., Nature 2Q3 : 312 (1964), erhalten. Dies urn- 
faBt das Einfrieren des Plasmas und dann dessen langsames 
Auf tauenlassen auf 4 °C , wodurch sich die Bildung des Kryo- 
pr^zipitates ergibt, das leicht bei 37 °C wieder aufgelost 
werden kann. Die iiberwiegende Menge des Faktor VIII im Plas- 
ma wird in dem Kryoprazipitat gewonnen, dieses liefert daher 
eine geeignete Quelle fur konzentrierten Faktor VIII fur 
therapeutische Zwecke . 



- 5 - 



3504385 



Die Behandlung von Hamophilie A und der von Willebrand* schen 
Krankheit mit Gesamt plasma Oder Kryoprazipitat weist jedoch 
einige schwerwiegende Nachteile auf. Beispielsweise ist es 
schwierig r sicherzusteilen, da3 das Gesamtpiasma frei von 
infektiosen Organismen ist, z.B. den fur Hepatitis verant- 
wortlichen Viren und den Viren, welche fur das sogenannte 
"acquired immune deficiency syndrome (AIDS) , d.h. das "er- 
worbene Immunschwachensyndrom", verantwortlich sind. Irgend- 
weiche solche Organismen werden hochstwahrscheinlich auch in 
das Kryoprazipitat uberfvihrt, das aus infiziertem Plasma er- 
halten wird. 

Es wurden bereits betrachtliche Forschungsanstrengungen zur 
Reinigung des Faktor VIII-Komplexes unternommen. Obwohl das 
Ergebnis davon die Reinigung sowohl des Faktor VIII :C als . 
auch des Faktors VIIIR:vWp war, umfaBten die verof f entlich- 
ten Arbeitsweisen zur Reinigung zahlreiche getrennte Reini- 
gungsstufen, so dafi sich niedrige Ausbeuten ergaben, siehe 
Baugh et al. , Biochimica Biophysica Acta 371 : 360 (1974) 
und Olson et ai. , J. Lab. Clin. Med. 8<9 : 1278 (1977), worin 
Ausbeuten von lediglich 20-40 % angegeben sind. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher ein einfacheres 
und wirtschaf tlich vorteilhaf tes Verfahren zur Reinigung so- 
wohl des Faktors VIII :C als auch des Faktors VIIIR:vWp. 

Zur Losung dieser Aufgabe dient das erf indungsgemaBe Verfahren 
zur Reinigung des Faktor VIII-Komplexes, das dadurch gekenn- 
zeichnet ist, daB eine unreine Praparation von Faktor VIII 
auf eine Affinitat aufweisende Matrix mit freien Sulfatgrup- 
pen adsorbiert wird und anschlieBend die gewiinschten Faktor- 
bestandteile Oder Faktorkomponenten selektiv eluiert werden* 

In der GB-PS 2080312 ist die Verwendung einer unioslichen, 
sulfatierten Matrix (Dextransulf atagarose) zur chromato- 
graphischen Trennung der Koagulationsf aktoren II , VII, IX 
und X und einer Faktor VIII-Inhibitor-BypaBaktivitat , wobei 
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angenommen wird, daB dies der Faktor IXa ist, beschrieben. 
Dies sind die sogenannten Vitamin-K-abhangigen Koagulations- 
faktoren, weiche struktureii miteinander verwandt sind. Der 
Faktor VIII ist jedoch von diesen Faktoren strukturmaBig voil- 
standig verschieden und es war voiikoinmen iiberraschend, daB 
er ebenfaiis eine Bindung an einer unloslichen, suifatierten 
Matrix wie Dextransuif atagarose erfahrt. DaB eine Anbindung 
des Faktor VIII-Kompiexes an Dextransuif atagarose tatsach- 
iich iiberraschend ist, wird auch durch die EP-PA 0022052 ge- 
zeigt. In dieser EP-Patentanmeldung ist eine Verf ahrensweise 
zur Reinigung von Blutkoagulationsf aktoren beschrieben, wobei 
diese Arbeitsweise auf dem behaupteten Fehien einer Bindung 
des Faktors VIII :C an suifatierten Mucopoiysacchariden unter 
den angegebenen Bedingungen beruht. 

Die Vorteiie des erf indungsgemaBen Verfahrens im Vergieich zu 
existierenden Arbeitsweisen zur Reinigung von Faktor VIII 
schiieBen die hohen erzieiten Ausbeuten, z.B. von 30-50 % des 
bioiogisch aktiven Faktors VIII :C und von 70-80 % des Faktors 
VIIIRrvWp im Ausgangsmaterial , die Trennung von bioiogisch 
aktivem Material von inaktivem Material, die Erhaltung der 
Mehrf achformen mit hoherem Molekulargewicht , von denen an- 
genommen wird, daB sie in den Faktor VIIIR: vWp-Aktivitaten 
eine Rolle spielen, eine verbesserte technische und wirt- 
schaftliche Durchf iihrbarkeit wegen seiner Einfachheit, die 
Anwendbarkeit bei ansatzweisen Verarbeitungen und das Fehien 
irgendwelcher Anf orderungen an komplizierte Laborausrustungen 
oder technische Ausriistungen ein. Das nach dem erf indungsge- 
maBen Verfahren erhaltene, gereinigte Produkt enthalt gerin- 
ge Werte an sowohl Fibrinogen als auch an Fibronectin. Es 
wird angenommen, daB diese beiden Proteine ein einf aches 
Wiederansetzen von vorbekannten Praparationen des Faktor VIII 
verhindern- 

Geeignete sulf athaitige Matrizes schiieBen Dextransuif at oder 
Chondroitinsulf at und sulfatierte Agarose, gegebenenf alls 
gekuppelt an eine Tragermatrix wie Agarose oder Glasperlen, 
ein. Das bevorzugte Medium ist Dextransuif at , das weit vari- 
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ierendes Moiekuiargewicht , z.B. von 3500 bis 500 OOO Daitons, 
besitzen kann. Die Verwendung einer Tragermatrix wie Agarose 
ergibt ein Medium mit einer festeren Struktur. 

Die Adsorption des Gemisches und die nachfoigende seJ-ektive 
Eiution des Faktors VIII kann entweder ansatzweise oder in 
einer konventioneiien Chromatographiesauie durchgefuhrt wer- 
den. Die seiektive Eiution der adsorbierten Proteine kann 
durch Waschen der suif athaitigen Matrix rait wassrigen Lo- 

< 

sungen von steigender Saizkonzentration bei entweder kon- 
stanten oder verschiedenen pH-Werten durchgefuhrt werden , 
wobei die Saizkonzentration kontinuieriich (z.B. linear) 
oder diskontinuieriich variiert werden kann. 

Vorzugsweise wird der Faktor VIII unter Verwendung von Salz- 
iosungen mit zunehmender Ionenstarke bei konstantem pH-Wert 
von 6,0 bis 8,0 und besonders bevorzugt bei einem pH-Wert 
von 6,2 bis 7,4 eluiert. Der Puffer ist vorzugsweise 

Citrat und Kaiziumchiorid iiegt vorzugsweise ebenfalis vor. 
Es wurde gefunden, da£ niedrige Konzentrationen , z.B. 2 bis 
5 mM an Kaiziumchiorid bei der Erzieiung hoher Ausbeuten an 
Faktor VIII :C vorteilhaft sind. 

Ein besonders bevorzugtes Eiutionsmittei fur die Reinigung 
von Faktor VII IR:vWp ist Citratpuf fer , pH = 6,85, mit einem 
Gehait von etwa 0,47 M Natriumchiorid und etwa 2,14 mM Kai- 
ziumchiorid. Ein bevorzugtes Eiutionsmittei zur Reinigung 
des Faktor VIII-Kompiexes (Faktor VIIIR:Ag; Faktor VIIIR:vWp 
und Faktor VIII :C) ist Citratpuf fer bei einem pH-Wert zwischen 
6,2 und 7,3 mit einem Gehait von etwa 1 ,0 M Giycin, etwa 2,14 mM 
Kaiziumchiorid und etwa 0,5 M Natriumchiorid. 

Hohe Ausbeuten an Faktor VIII :C werden erzielt, fails der ge- 
samte Arbeitsvorgang bei reduzierter Temperatur, z,B. 4°C, 
durchgefuhrt wird- Es wurde jedoch gefunden, dafi die Anbin- 
dung des Faktors VIII-Kompiexes an suifatierte Matrizes bei 
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4 C langsam vor sich geht, daher wird es bevorzugt, dafl die 
anfangliche Adsorption bei einer Temperatur von 10° bis 30°C, 
z.B. bei 20 0 C / durchgefiihrt wird. 

Die Queiie fur den rohen Faktor VIII kann menschiiches Gesamt- 
piasma sein, weiches bei dem erf indungsgemaBen Verfahren direkt 
eingesetzt werden kann. Die hQchsten Ausbeuten werden mit Gesamt- 
piasma erhalten. Gegebenenf aiis kann jedoch das Plasma partiell 
gereinigt und/oder konzentriert sein, z.B. durch KryoprSzipita- 
tion, bevor es nach dem erf indungsgemaBen Verfahren gereinigt 
(oder weiter gereinigt) wird. 

Obwohi die Gesamtausbeuten an aus Kryoprazipitat erhaltenem 
Faktor VIII oftmals geringer als bei Verwendung von Plasma 
sind, ist dies das bevorzugte Ausgangsmaterial , da die uber- 
stehende Fliissigkeit der Gef rierbehandiung in geeigneter Weise 
zur Reinigung von anderen wirtschaf tlich wichtigen Blutproteinen 
wie den Vitamin-K-abhangigen Koagulationsf aktoren und Albumin 
verwendet werden kann. 

Die Reinigung des Faktors VIII gemaB der Erfindung wird anhand 
der folgenden Beispiele naher erlautert. Die in diesen Beispie- 
len angewandten Methoden zur Bestimmung des Faktors VIII und 
anderer Aktivitaten sind wie folgt: 

Faktor VIII :C, der Prokoagulanzf aktor 

Die Aktivitat des Faktors VIII :C in unbekannten Proben wird 
durch Messung der Fahigkeit zur Korrektur der Koagulations- 
zeit von Plasma mit einem Mangel an Faktor VIII :C / Es g wir^ tZt * 
eine handelsubliche , zweistufige Bestimmungseinheit fur Fak- 
tor VIII (Diagnostic Reagents Ltd., Thame, Oxon, England) bei 
diesen Untersuchungen eingesetzt. Diese basiert auf der von 
Denson K.W.E. (Trans, of the International Committee on Haemo- 
stasis and Thrombosis, Chapel Hill, North Carolina, USA, 
Dezember 1966) entwickelten Methode, welche auf dem zwei- 
stufigen Thromboplastinbiidungstest von Biggs, Eveling und 
Richards, 1955, beruht. Hierzu werden Reihenverdunnungen der 
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Testmaterialien und von standardmaBigem, normalem, gepooltem 
Plasma als Kontrolle bei 37°C fur zehn Minuten mit normalem 
Serum, Phospholipid und Koagulationsf aktor (Gerinnungsf aktor ) V 
inkubiert. Die Mischungen werden dann in normalem Substrat- 
plasma in Teilmengen unterteilt und die zur Ausbildung der 
Fibringerinnung erforderliche Zeit gemessen. Es wird eine 
direkte, lineare Beziehung zwischen der Koagulationszeit 
und der Konzentration an Faktor VIII :C gefunden. 

Untersuchung auf Ristocetin-Cof aktor 

Zusatzlich zu der Prokoagulieraktivitat des Faktors VIII 
(Faktor VIII :C) zeigt der Faktor VIIIRivWp in dem Faktor 
VIII-Komplex eine Plattchenaggregationsaktivitat in An- 
wesenheit des rudimentaren Antibiotikums Ristocetin. Diese 
Aktivitat wird als Ristocetin-Cof aktor-Aktivitat (Faktor 
VIIIR:CoF) bezeichnet, und es wird weit verbreitet ange- 
nommen/ da£ sie das Equivalent der Aktivitat des von Wille- 
brand-Faktors , Faktor VIIIR:vWp, ist. Bei der Untersuchung 
werden normale Plattchen, welche chemisch mit Formalin 
fixiert sind, mit den Testproben vermischt, und das Anti- 
biotikum Ristocetin wird zugesetzt, wodurch die Aggregation 
der Plattchen induziert wird. Der Zeitverlauf dieser Aggre- 
gation kann durch Lichtransmissionsmessungen bei einer gu- 
ten Korrelation zwischen der Anf angsgeschwindigkeit der 
Aggregation und der Menge an Faktor VIII :vWp in den Test- 
proben verfoigt werden. Durch Vergleich mit Testproben mit 
bekannter, standardmaBiger Konzentration an Faktor VIIIR:vWp 
kann die Menge des Faktors VIIIRrvWp in den nicht bekannten 
Proben berechnet werden. 

Immunounter suchungsmethoden : 
( 1 ) Elektroi^unounter suchung 

Hochgereinigter Faktor .VIII-Komplex vom Menschen kann zur 
Erhohung der heterologen Antiseren in Kaninchen mit hoher 
Titeraktivitat , welche gegen die Moiekiile des Faktors VIII 
gerichtet ist, benutzt werden. Diese Antiseren reagieren 
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unverandert mit menschlichem Faktor VIII unter Bildung von 
Prazipitaten oder Ausf allungen , falls das korrekte Verhalt- 
nis von Faktor VIII zur Antiserumkonzentration erreicht 
wird. Diese Erscheinung kann ausgenutzt werden, urn maBig 
empf indliche Techniken zur Abschatzung von antigenen Deter- 
minantien (Faktor VIIIR:Ag) auf den Faktor VIIIR:vWp zu 
entwickeln. Bei der konventionellen immunoelektrophoreti- 
schen Methode (Laureil, C.B. (1966) Analytical Biochemistry 
1 5 : 45) wird das spezifische Antiserum in Agarosegel ein- 
gebaut, durch welche der Faktor VIII elektrophoresiert wer- 
den kann. Wenn die Proteine wandern, treten sie mit dem 
Antiserum in Wechselwirkung, wobei die Ausbildung von Aus- 
fallungen bewirkt wird. Nach einer geeigneten Zeit wird 
die Elektrophorese gestoppt und die Proteinausf allungen 
werden fixiert und gefarbt. Die Antikorper-Antigen-komplexe 
werden als "Prazipitationsgebirge" sichtbar gemacht, wo ihre 
Hohen proportional zu der Menge an in den ursprtinglichen Pro- 
ben vorhandenen Faktor VIII-Antigen proportional sind. 

Eine Modif izierung dieser Technik kann angewandt werden, 
hierdurch ist es moglich, eine qualitative Information iiber 
die GrQBe der Faktor VIII-Komplexe in einer vorgegebenen 
Probe zusammenzutragen. Diese Technik ist als "zweidimen- 
sionale, gekreuzte Elektrophorese" (2 DCIE) bekannt. Die 
Probe wird durch Agarosegel bei Abwesenheit yon Zusatz- 
antiserum der Elektrophorese unterzogen, wenn die Wande- 
rung proportional zur GroBe der Molekiile beobachtet wird. 
Nach einer geeigneten Zeitspanne werden die Proteine er- 
neut der Elektrophorese (in einer Richtung senkrecht zur 
Richtung der ersten Elektrophorese) in ein zweites Agarose- 
gel unterzogen, in welchem das Antiserum eingebaut worden 
ist. Nach dem Fixieren und Farben der Ausf allungslinien 
kann der durch den Faktor VIII in der ersten Dimension 
zuriickge legte Abstand gemessen werden, und die Molekular- 
groBe abgeschatzt werden . 
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(2) Enzymgebundener Immunotest (ELISA) : 

Heterologes Kaninchenantiserum mit hoher, gegen mensch- 
lichen Faktor VIIIR:Ag gerichteter Titeraktivitat wird 
in den Lochern von speziell ausgelegten Mikrotiterpiat- 
ten bei alkalischem pH immobiiisiert . Nach Entfernung 
von uberschiissigem Antiserum werden Serienverdiinnungen 
von Testproben und Standardproben mit diesen Piatten bei 
neutralem pH in Anwesenheit von grenzf iachenaktiven Stof- 
fen zur Verhinderung einer nicht-spezif ischen Adsorption 
an der Oberflache inkubiert. Die Piatten werden grund- 
iich von nichtgebundener Probe f reigewaschen , und dann 
mit mehr des gieichen Antiserums reagieren gelassen, 
jedoch wo die Antikorper zuvor chemisch an das Enzym, 
Meerrettichperoxidase , chemisch gekuppeit wurden. 

Die Menge des enzymgebundenen Antiserums, weiches auf 
den Piatten gebunden wird, steht in direkter Beziehung 
mit der Menge an Faktor VTIIR:Ag in den Lochern, weiche 
durch das erste Antiserum immobiiisiert worden sind. Dies 
kann durch Verwendung eines ausgewahiten spezif ischen En- 
zymsubstrates und Messung der Menge an gefarbtem Produkt 
durch LichtabsorptionsmeBmethoden quantitativ bestimmt 
werden. Die Vorteiie der ELISA-Technik iiegen darin, dafi 
sie weniger Zeit benotigen, hinsichtiich der Verwendung 
des heteroiogen Antiserums wirtschaf tiicher sind und in 
gieicher Weise wie die konventioneiie Eiektroimmunotest- 
methode empfindiich sind. 

(3) Radioi^unountersuchung^XRIA^ 

Es wurde hochgereinigter Faktor VIIIR:vWp nach dem er- 

125 

f indungsgemaBen Verfahren hergesteiit und mit I mit- 
teis einer Modif izierung der Jodmonochioridmethode radio- 
aktiv makiert. Dieses makierte Materiai konnte dann bei 
einem Verdrangungstest auf Faktor VIIIR:vWp verwendet werden, 
wenn eine begrenzte Menge eines Kaninchenantiserums , das 
spezifisch fur den menschlichen Faktor VIIIRrvWp ist, in 
den Mischungen des makierten und des nichtmakierten Mate- 
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rials verwendet wurde. Die Antikorper-Antigen-komplexe 
wurden von dem nichtgebundenen Antigen (uberschiissiger 
Faktor VIIIR:vWp) abgetrennt und ihre Radioaktivitat 
ausgezahlt. Es besteht eine umgekehrte Korreiation zwi- 
schen der in den Kompiexen gefundenen Radioaktivitat und 
der Menge des in den Testproben vorliegenden Faktors 
VIIIR:vWp. Die Werte fur den Faktor VIIIR:vWp konnten dann 
unter Verwendung von Standardkurven Oder Eichkurven herech- 
net werden, welche aus den Ergebnissen bei Serienverdunnun- 
gen von Standardkonzentraten des Faktors VIIIR:vWp erhalten 
worden waren. Der groBe Vorteii der RIA im Vergieich zu 
konventionelien immunoelektrophoretischen Methoden ist 
die sehr viei groBere Empf indiichkeit , wodurch eine ge- 
naue Abschatzung der Werte des Faktors VIIIRrvWp in der 
GroBenordnung von 0,1 % des in normalen Plasmaproben ge- 
fundenen Werte moglich ist. 

MHi£i™§£2E2§§£technik 

Es ist bekannt, daB der Faktor VIIIR:vWp im normalen Plas- 
ma in Form polymerer (multimerer) Aggregate des Grundmole- 
kulkomplexes des Faktors VIII zirkuliert. Es wird angenom- 
men, dafl die Aktivitat des Faktor VHI/von Willebrand-Fak- 
tor/Ristocetin-cof aktor nur bei groBeren multimeren Formen 
vorkommt, welche im Plasma von Patienten mit von Wille- 
brand'scher Krankheit fehlen Oder reduziert sind. Diese 
multimeren Formen konnen unter Anwendung einer Modifizie- 
rung der MultimergroBentechnik von Ruggeri und Zimmermann 
(Z.M. Ruggeri und T.S. Zimmermann (T981) Blood 57: 
1140-1143; M.S. Enayat und F.G.H. Hill (1983) J. Clin. 
Pathol. 36 : 915-919) identif iziert werden. 

Hierzu werden verschiedene multimere Formen des Faktors 
VIII mit 8M Harnstoff/2 % Natriumdodecylsulf at vorbehan- 
delt, urn die verschiedenen multimeren Formen voneinander 
zu dissoziieren , diese werden entsprechend ihren rela- 
tiven GroBen durch Elektrophorese in 0,8 % Agarose/2,5 % 
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Polyacryiamidgel getrennt. Die Proteine werden dann fixiert 

und grundlich gewaschen, hieran schlieBt sich die Inkubation 

mit auf Faktor VIII spezif ischem, radiomarkiertem Antiserum 

an, Uberschiissiges / nichtgebundenes Antiserum wird durch 

Waschen entfernt, und die Komplexe von Faktor VHI/radio- 

markiertem Antifaktor VIII werden in den Gelen durch auto- 

durch 

radiographische Arbeitsweisen sichtbar gemacht, wobei/die 
Intensitat der Beiichtung von Rontgenf ilmen und die rela- 
tive Bewegiichkeit der Moiekule des Faktors VIIIR:vWp wah- 
rend der eiektrophoretischen Arbeitsweisen Informationen 
hinsichtiich der Zahl f der Konzentration und der GroBe der 
multimeren Formen von Faktor VIII f wie er in der ursprung- 
lichen Probe vorliegt, geiiefert werden. Eine alternative 
Methode wurde entwickelt, urn das nach eiektrophoretischen 
Arbeitsweisen aufgetrennte Protein zu lokalisieren und 
quantitativ zu bestimmen. Nach dem Fixieren und dem griind- 
lichen Waschen mit destilliertem Wasser wird das Gel zu- 
nachst mit Kaninchen-Antimensch-Faktor VIIIR:Ag in Phosphat- 
puffer mit einem Gehalt von 0,1 % eines grenzf lachenaktiven 
Stoffes (Tween 20) inkubiart, nach der Entfernung von uber- 
schiissigem, nichtgebundenem Kaninchen-Antiserum wird das 
Gel mit Schweine-Antikaninchen-Immunoglobulin. inkubiert, 
daran schlieBt sich die Inkubation mit peroxidase-gebun- 
denem Kaninchenimmunoglobulin an. Nach grundlichem Waschen 
wird das Gel mit 0,05 % des Enzymsubstrates Diaminobenzidin 
und 0,2 % Wasser stoffperoxid uberschichtet . Nach vollstan- 
diger Farbung kann das Gel gewaschen, getrocknet und ge- 
lagert werden, und die Banden konnen durch konventionelle 
Photographie sichtbar gemacht werden oder durch Me s sung 
der Farbintensitat der gefarbten Banden nach standard- 
maBigen, spektrophotometrischen Abtastarbeitsweisen quanti- 
tativ ausgemessen werden. 

) i^H52E^i2?!S£EiEE^§-y{i5;^E5^£ilii?}2„2!if _E^-t2E-Y£iI9i^2 

Schwerkranke Hamophilie-Patienten , welche vieie Trans- 
fusionen erhalten haben, entwickeln manchmal Inhibitoren 
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gegen den normalen Faktor VIII :C. Es wurde gezeigt, daB 
solche Inhibitoren Immunoglobulinantikorper ( Immunoglobu- 
lin = IgG) sind und daB sie aus dem Plasma solcher Patien- 
ten isoiiert und bei einer empf indlichen Methode zur quanti- 
tativen Bestimmung des mit der Aktivitat des Faktors VIII :C 
verbundenen Antigens (Faktor VIIIC:Ag) verwendet werden 
konnen. Die gereinigten IgG-Molekiile mit Antifaktor VIIIC:Ag 
Aktivitat werden durch das proteolytische Enzyir Pepsin unter 
reduzierenden Bedingungen abgebaut, wobei niedermolekulare 
aktive Fragmente (Fab/) erhalten werden, welche immer noch 

ihre Antifaktor VIIIC : Ag-Aktivitaten beibehalten. Eine sol- 

1 25 

che Preparation kann mit I nach konventionellen Methoden 
radioaktiv markiert werden und im UberschuB zu einer geeig- 
neten Verdiinnung der Testproben zugesetzt werden. Nach der 
Inkiibation bei 37°C wahrend 4 Stunden werden die Proteine, 
welche die Faktor VIIIC : Ag-Fab^-komplexe mit hohem Molekular 
gewicht einschlieBen, seiektiv mit gesattigtem, 38 %igen 
Ammoniumsulf at ausgefallt. Die Radioaktiv! tat in diesen 
Ausfallungen wird bestimmt. Es besteht eine gute Korrela- 
tion zwischen der Menge an Faktor VIIIC :Ag in der Probe 
und der in den Ausfallungen gefundenen Radioaktivitats- 
menge. Absolutwerte konnen durch Vergleich mit Verdiinnungen 
von Standardproben mit einem Gehalt des Faktors VIIIC :Ag, 
welche durch die ganze Testarbeitsweise gleichzeitig durch- 
gefiihrt wurden, abgeschatzt werden. 

Plattchenbindungsuntersuchung 

Radioaktiv markierter Faktor VIIIR:vWp kann bei einem extrem 
empf indlichen Test auf Bindung des Faktors VIII an Formalin- 
f ixierte Plattchen bei Abwesenheit von Ristocetin verwendet 
werden. Plattchen werden aus den Plasmen von normalen Spen- 
dern isoiiert, mit Formalin fixiert und bis zum Gebrauch bei 
-80 0 C gelagert. Bekannte Mengen an mit 1 25 I-markiertem Faktor 
VIII werden zu Testproben zugesetzt und mit dem "kalten" (in- 
aktiven) Faktor VIII fur eine begrenzte Anzahl von Plattchen 
in Anwesenheit von Ristocetin bei 37°C in Konkurrenzreaktion 
treten gelassen. Nach einer halben Stunde werden die Plattchen 
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durch Zentrif ugieren entEernt und geeignete Teiimengen der uber- 
stehenden Flussigkeit fur die Messung der Radioaktivitat entnom- 
men. 

Das Vorhandensein von Isotop in den iiberstehenden Flussigkeiten 
ist proportional der Menge an Faktor VIIIR:vWp in den Testpro- 
ben f und die absoluten Mengen konnen unter Heranziehung einer 
Standardkurve oder Eichkurve berechnet werden, weiche aus Da- 
ten konstruiert wurde, die unter Verwendung von Standardproben 
des Faktors VIIIR:vWp erhaiten worden waren. 

Messung der Aktivitaten von proteoiytischem Enzyrn- 

Der Faktor VIII-Komplex kann eine Inaktivierung durch Verun- 
reinigung mit Aktivitat von proteoiytischem Enzym erfahren. 
Zahlreiche dieser Enzyme konnen wahrend der bei der Erfin- 
dung angewandten Arbeitsweisen aktiviert werden, und eine 
Verunreinigung des Endproduktes kann seine Brauchbarkeit 
bei therapeutischen Anwendungen begrenzen* Es wird ange- 
nommen, daB die wahrscheiniichsten Verunreinigungen bei 
Praparationen des Faktors VIII Thrombin (Faktor Ila) und 
aktivierter Gerinnungs faktor X (Faktor Xa) , plus den Kon- 
taktfaktoren (Faktoren XIa und Xlla) sind. Die Aktivitaten 
von proteoiytischem Enzym konnen unter Verwendung von spezi- 
fischen chromogenen Substraten (S2222 zur Messung der Faktor 
Xa-Aktivitat , S2238 fur Thrombin und S2302 fur Plasma Kaili- 
krein) abgeschatzt werden. Die Substrate waren handelsviblich 
(von KabiVitrum AB, Stockholm, Schweden) f und sie wurden durch 
eine Modif izierung der vom Hersteller empfohlenen Arbeitsweise 
bei Mikrotiterplatten eingesetzt, wobei die Enzymkinetik durch 
spektrophotometrische Absorptionsmethoden viberwacht wurde. 

Hochleistungsf lvlssigkeitschromatographie (HPLC) 

Faktor VIII enthaltende Fraktionen, weiche aus den unter Ver- - 
wendung der erf indungsgemaS eingesetzten Af f initatsmatrizes 
durchgeflihrten Chroma tographiearbeitsweisen herriihrten, wur- 
den auf die Molekulargewichtsverteilung des Proteins mittels 
Hochleistungsf lussigkeitschromatographie (HPLC) unter Verwen- 
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dung von handelsiiblichen Gelf iitrationssaulen (entweder TSK- 
SWG-4000 (void exclusion Moiekulargewicht 1 OOO 000 Daitons) 
oder TSK-SWG-3000 (void exciusion-Molekulargewicht 500 OOO) 
von Beckmann RII C, High Wycombe, Bucks. England) untersucht. 
Diese Saulen wurden verschiedenartig # bei 0,5 oder 1,0 ml/min , 
betrieben und mit Puffern entwickelt, welche 14 niM Trinatrium- 
citrat, 2,14 mM Kalziumchlorid , O , 1 5 M Natriumchlorid, pH = 7,0, 
umf afiten. 

Enzymgebundene Immunountersuchungen (ELISA) auf anderes Plasma- 
protein 

Es sind Antiseren mit hohen Titerwerten und groBer Spezifizitat 
gegen verschiedene Antigene im Handel erhaltlich. Unter Anwen- 
dung der gleichen fur den ELISA-Test auf Faktor VIIIR:Ag ausge- 
arbeiteten Prinzipien wurden spezifische ELISA— Tests zur Mes- 
sung der Antigene, welche mit den normalen Plasmaproteinen 
Fibrinogen, Fibronectin (kalt unlSsliches Globulin, CIG) , 
Plasminogen, Immunoglobulin G (IgG) , Immunoglobulin M (IgM) , 
Gerinnungsfaktor IX, 6L -Lipoproteinen (HDLj , Moiekulargewicht 
350 OOO Daitons, und HDL 3 , Moiekulargewicht 250 OOOO Daitons) 
und 6-Lipoprotein (VLDL, Moiekulargewicht groBer als 
10 OOO 000 Daitons und LDL, Moiekulargewicht 3 OOO OOO Daitons) 
assoziiert sind. 

Beispiel 1 

Reinigung von Faktor VIIIR;vWp aus Kryoprazipitat durch Saulen- 
chromatographie 

Eine wassrige Losung von Dextransulf at (15 mg/ml) wurde durch 
Auflosen von Dextransulf at mit einem scheinbaren Moiekularge- 
wicht von 500 OOO Daitons (Produkt von Pharmacia Fine Chemi- 
cals, Uppsala, Schweden) hergestellt. 360 ml der Dextransul- 
fatlo sung wurden zu 600 ml von abgesetztem, gewaschenem Sepharose 
6B oder Sepharose 4B (Produkt von Pharmacia Fine Chemicals, 
Uppsala, Schweden) zugesetzt und unter Ruhren auf +4°C in einem 
mit Eis gekuhltem Reaktionsbehal ter abgekuhit. Der pH-Wert wurde 
auf 11,0 eingestellt, und es wurden 12 g Bromcyan zugesetzt 
und geruhrt. Der pH-Wert wurde zwischen 10,0 und 11,3 durch 
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Zusatz von 4 N Natriumhydroxidldsung gehalten, und die Reaktion 
wurde 4 5 Minuten bei 4°C abiaufen gelassen. Die Zugabe von Na- 
triumhydroxidlosung wurde unterbrochen , und die Reaktionsteil- 
nehmer wurden unter konstantem Ruhren auf Zimmer temper a tur er- 
wSrmen gelassen, und der pH-Wert wurde sich auf 8,5 stabilisie- 
ren gelassen. Die Mischung wurde iiber Nacht bei Zimmerumgebungs- 
temperatur stehengelassen, danach wurde das Harz mit 0,2 M Na- 
triumborat/0,5 M Natriumchiorid bei pH = 8,5 und dann anschlies- 
send mit 0,2 M Natriumacetat/0,5 M Natriumchiorid bei pH = 4,0 
gewaschen* Das Harz wurde in eine silikonbehandelte Glassaule 
eingegossen und mit 14 mM Trinatriumcitrat , 2,14 mM Kalzium- 
chiorid und 0,15 M Natriumchiorid, pH = 6,85, ins Gleichge- 
wicht gesetzt. Das aus Einzelspenden von citratbehandeltem 
Gesamtblut erhaltene Kryoprazipitat wurde in annahernd 40 ml 
des Gleichgewichtspuf f ers wieder aufgelost und mit 1/10 Volumen 
Aiuminiumhydroxid (0,25 g/ml) fur drei Minuten bei 37°C be- 
handelt, um die Vitamin K-abhangigen Gerinnungsf aktoren zu 
entfernen. Das Aiuminiumhydroxid wurde Zentrif ugieren ent- 
fernt, und die uberstehende Fliissigkeit wurde auf die Saule 
aufgegeben und bei Zimmertemperatur eluiert, bis die optische 
Dichte bei'280 mn vom Eluat dieselbe wie in dem Elutionspuf fer 
war. Ein linearer Salzgradient von 0,15 - 1 ,0 M Natriumchiorid 
in 1 4 mM Trinatriumcitrat , 2,14 mM Kalziumchlorid bei pH = 6,85 
wurde dann aufgegeben, und der Faktor VIIIRrvWp eluierte scharf 
ais Einzelkomponente bei einer Salzkonzentration von annahernd 
0,47 M Natriumchiorid, Es wurde beobachtet, daG der Faktor VIIIR: 
vWp nachfolgend auf irgendwelche nachweisbaren Mengen von Fibrino- 
gen, Faktor IXa und Faktor XI eluiert, Spurenmengen von Fibro- 
nectin, Faktor VIII :C (bis zu 1 % der auf die Saule aufgegebe- 
nen Gesamtmenge) und Faktor VIIIR: Gag (bis zu 5 % der Gesamt- 
menge) waren in dem absteigenden Ast des Peaks (der Spitze) des 
Faktors VIIIR: vWp vorhanden. Die Ausbeuten an Faktor VIIIR :vWp 
machten annahernd 85 % des auf das -Reinigungssystem aufgegebe- 
nen Faktors VIIIR: vWp aus. Es wurde gezeigt, dafi das Protein 
in hoch multimerer Form voriiegt und annahernd 65 % des in dem 
Anf angsmaterial aufgegebenen Faktor VIIIR: Ag-gehaltes enthalt, 
wobei die anderen 35 % des Faktors VIIIR:Ag in der anfangiichen 
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Le.ferf raktion vorlagen, wobei jedoch nicht nachweisbare Aktivi- 
tat des Faktors VIIIR:vWp mit dem Faktor VIIIC:Ag vorlag, die 
nur einen Bruchteil ( <5 %) der Anf angs-VIII:C-aktivitat besafl. 

Beispiel 2 

Reinigung von Faktor VIIIR;vWp aus Gesamtplasma durch Saulen- 
chromatographie 

1 OO ml f riSCheS . an P 1 £ t^^h^n ^r*mo<5 D I a em a T.m ^ m <i4- 1 r\ «i ik i.. 

~"~ » — — — ' » WMIVi WW V*. JL. IILJL. U- I Vy III 1 £ Ct — 

miniumhydroxidlosung (0,25 g/ml) wahrend drei Minuten bei 37°C 
absorbiert, dann wurde das Aluminiumhydroxid durch Zentri- 
fugieren entfernt. Dieses absorbierte Plasma wurde dann mit 
einem gleichen Voiumen an Gleichgewichtspuf fer , bestehend 
aus 0,15 M Natriumchlorid, 14 mM Trinatriumcitrat und 2,14 mM 
Kalziumchlorid, pH = 6,85, vermischt. Diese Mischung wurde auf 
eine Saule von 65 x 1,8 cm, gefullt mit an Sepharose 4B gekuppel- 
tem Dextransulfat (hergestellt wie in Beispiel 1 ), auf gegeben und 
mit Elutionspuffern bei 36 ml/h unter Auffangen von Fraktionen 
von 10 ml bei Zimmertemperatur entwickelt. Nach dem Waschen der 
Matrix mit Puffer wurde ein linearer Gradient von 0,15 - 0,80 M 
Natriumchlorid auf gegeben und die dem Faktor VIIIR:vWp entsprechen- 
den Fraktionen wurden bei 0,47 M Natriumchlorid eluiert* Die 
Endausbeute an Faktor VIIIR/vWp wurde zu 90 % der auf die Saule 
aufgegebenen Aktivitat bestimmt. 

Beispiel 3 

Reinigung von Faktor VIIIR:vWp aus Gesamtplasma durch Salz- 
gradientenchromatographie unter Verwendung anderer Salze als 
Natriumchlorid 

Die in Beispiel 2 angewandten Arbeitsweisen wurden zur Reini- 
gung von Faktor VIIIRrvWp aus Gesamtplasma mit geringem Platt- 
chengehalt modifiziert, wobei andere Salze in den Gradi^nten- 
losungen ansteile von Natriumchlorid verwendet wurden. Urn die 
Lokalisierung der Peaks mit einem Gehalt an Faktor VIIIR/vWp 
zu erleichtern, wurden 1 ,0 ml radio-markierter Faktor VIIIR:vWp 
zu 2 ml Plasma (im AnschluB an die Behandlung mit Aluminium- 
hydroxid) plus 7 ml Anf angspuf f er zugesetzt und das Gemisch 
wurde auf eine Saule von Dextransulf at-Sepharose 4B-Matrix 
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von 30 x 0,9 cm aufgegeben und bei Zimmerurngebungstemperatur 
entwickelt. Es wurden zwei identische Saulen parallel gefahren, 
um einen direkten Vergleich des untersuchten Salzes mit dem 
Effekt von Natriumchlorid zu ermoglichen. Der Anf angspuf f er 
bestand aus 14 mM Trinatriumcitrat und 2,14 mM Kaiziumchlorid, 
pH = 6,85. Die Salze enthaltenden Puf f ergradienten umfaBten 
immer den Anf angspuf fer plus die gewahite Salzkonzentration 
bei pH = 6,85. Die Radioaktivitatspeaks wurden auf Faktor 
VIIIR:Ag durch Elektroimmunotest , Faktor VHI-Plattchenbin- 
dungsaktivitat und Faktor VIIIR:CoF-aktivitat gepriift. In 
alien Fallen fielen die durch die Salzgradienten entwickel- 
ten Spitzen der Radioaktivitaten mit den mefibaren Faktor VIII- 
aktivitaten zusammen. Das radioaktiv markierte Material ver- 
hielt sich identisch zum Faktor VIIIRrvWp im Plasma bei der 
Chroma tographiearbeitsweise* Die gewahlten Salze besorgten die 
Elution des Faktor s VIIIR:vWp bei unterschiedlichen Konzentra- 
tionen; die Molaritat des Salzes, bei welchem die Aktivitats- 
spitze unter Verwendung verschiedener Salzgradienten eluiert 
wurde, ist in der Tabeile I gezeigt. Bei diesen Versuchsreihen 
wurde der pH-Wert auf pH = 6,85 gehalten, wobei dies der pH- 
Wert war, bei welchem die starkste Affinitat des Faktors VIII 
im Natriumchlorid beobachtet wurde. Die einzige Ausnahme war 
die Untersuchung mit Aminoniumbicarbonat , wobei der Gradient 
von 0,05 bis 1,2 M Ammoniumbicarbdnat bei pH = 7,7 verlief. 
Zahlreiche losliche Salze konnen statt Natriumchlorid bei 
den zur Elution des Faktors VIIIRivWp aus der Matrix ver- 
wendeten Gradientenl5sungen verwendet werden. 



TABELLE I 



SALZ 



M0LARITXT, BEI DER VIIIRrvWp 
ELUIERTE 



Lithiumchlorid 



Natriumchlorid 



NaCl 



LiCl 



0,464 
0,944 



Kaliumchlorid 



KC1 



0,286 



Ammoniumchiorid 



NH 4 C1 
MgCl 2 



0,733 
0,427 
0,733 
0,381 



Magnesiumchlorid 
Natriumf luorid 



NaF 



Natriumbromid 



NaBr 
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Fortsetzung Tabelle I 



Natriumformiat NaHC0 2 0,575 

Ammoniumf ormiat NH 4 HC0 2 0,7 30 

Natriumacetat NaCH 3 C0 2 0,644 

Natriumsulfat Na 2 S0 4 0,354 

Ammoniumsulf at (NH 4 ) 2 so 4 0,420 

Ammoniumbicarbonat NH 4 HC0 3 0,529 

Beispiel 4 

Reinigung des Faktors VIII-Komplexes aus Plasma durch Saulen 



chroma tographie mit Ammoniumchloridgradienten 

Die gemafi den Angaben in Beispiel 1 hergestellte Matrix aus 
Dextransulf at-Sepharose 4B wurde in zwei identische , mit 
Silikon behandelte Glassaulen von 30 x 0,9 cm eingefiillt 
und mit 14 mM Trinatriumcitrat/2 , 1 4 mM Kalziumchlorid bei 
4°C bei einer konstanten Stromungsrate von 20 ml/h ins Gleich- 
gewicht gesetzt. 9 Volumina frisches, citratbehandeites Plasma 
mit geringem Plattchengehalt wurden mit 1 Volumen Aluminium-- 
hydroxid (0,25 g/ml) bei 37°C fiir 3 Minuten behandelt, und 
das Aluminiumhydroxid wurde du^rch Zentrif ugieren entfernt, 
10 ml des an Aluminiumhydroxid Icfetgor bier ten Plasmas und 10 ml 
des nichtabsorbierten Plasmas wurden jeweils getrennt zu den 
zwei Saulen gegeben und parallel zueinander unter Anwendung 
derselben Gradienten fiir beide Saulen eluiert. Nachdem das 
Leermaterial eluiert worden war, wurde ein linearer Salzgra- 
dient, enthaltend 380 ml Gleichgewichtspuf f er und 380 ml des- 
selben Puffers mit einem Gehalt von 0,8 M Ammoniumchlorid durch 
beide Saulen gleichzeitig durchlaufen gelassen. Es wurden Fpak- 
tionen von 3,5 ml aufgefangen und auf die Gehalte von Faktor 
VIIIR:Ag, Fibrinogen, Fibronectin, Faktor VIIIR:CoF, Faktorj 
VIIIC:Ag und Faktor VIII :C untersucht und die Gesamtausbeu-; 
ten wurden im Vergleich zu Plasmaproben berechnet, welche j 

wahrend der Dauer des Versuchs bei 4°C inkubiert worden warjsn- 

i 

Es wurde gefunden, daB keines der untersuchten Proteine in Idem 

i 

Leermaterial, welches aus den Saulen eluiert wurde, vorlag,! und 
beide Saulen ergaben identische Profile. Fibrinogen eluiert'e 



- 21 - 



3504385 



als charfe Spitze (Peak) bei O , 20 M Ammoniumchlorid , Fibro- 
nectin bei 0,33 M Ammoniumchlorid und Faktor VIIIR:CoF/Fak- 
tor VIIIR: Ag bei 0,53 M Ammoniumchlorid. Der Faktor VIIIC:Ag 
wurde teilweise von der Masse des Faktors VIIIR:Ag getrennt, 
und eluierte zuerst ais kieine Aktivitatsspitze zusammen mit 
dem Fibronogen und an zweiter Stelle als zweiter Hauptpeak, 
der unmittelbar vor dem PeakFaktor VIIIR: Ag/R:CoF eluierte 
jedoch diesen uberlappte, bei 0,45 M Ammoniumchlorid, Dieser 
letztgenannte Faktor VIIIC :AgHPeak enthielt signifikante Men- 
gen an aktivem Faktor VIII :C (wie durch den 2-Stuf en-Test) be- 
stimmt wurde- Die Gesamtausbeuten waren 86 % Faktor VIIIR :Ag, 
50 % Faktor VIIIC :Ag, 100 % Faktor VIIIR: CoF, 50 % Fibrinogen 
und 75 % Fibronectin. Die Gesamtausbeute an Faktor VIII :C 
betrug 25 %, falls das mit Aluminiumhydroxid absorbierte 
Material verwendet wurde, jedoch lediglich 10 %, wenn nicht- 
absorbiertes Material eingesetzt wurde. 

Es wurde gefunden, daB der groBere Teil der Aktivitaten an 
Kallikrein und thrombinahnlichem Enzym nicht in der Saule 
adsorbiert wurden und zusammen mit der Leerfraktion eluier- 
ten. Die dem Faktor VIIIR :vWp tind dem Faktor VIII :C ent- 
sprechenden Fraktionen enthielten nur Spuren an Aktivitaten 
an Kallikrein und thrombinahnlichem Enzym* Diese Werte waren 
durch die Behandlung mit Aluminiumhydroxid reduziert worden. 
Es lagen noch immer signifikante Mengen an Faktor Xa-ahnlicher 
Aktivitat vor, jedoch im AnschluB an die Ausfallung der Pro- 
teine in der Fraktion unter Verwendung von 10 % (Gew./Vol.) 
Polyethylenglykol 6000 bei 4°C t blieb diese Faktor Xa-Akti- 
vitat in der (iberstehenden Fliissigkeit bei guter Gewinnung 
des Faktors VIII in den Ausfallungen (Prazipitaten) zuriick- 

Beispiel 5 

Reinigung des Faktor VIII-Komplexes aus Kryoprazipitat durch 
Saulenchromatographie mit Natr iumchloridgradienten 

Eine silikonbehandelte Glassaule von 60 x 1,6 cm wurde mit dem 
in Beispiel 1 hergestellten, an Sepharose 4B gebundenen Dextran- 
sulfat gefvillt und bei 4°C und 36 ml/h mit 1 4 mM Trinatrium- 
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citrat, 2,14 mM Kalziumchlorid bei pH = 6,85 ins Gleichgewicht 
gesetzt. lOO ml Blut von einem normalen Spender wurde in 1/10 
Voiumen von 3,8 % Trinatriumcitrat gesammeit, und es wurde 
plattchenarmes Plasma im Anschlufl an ein Zentrif ugieren bei 
2000 x g bei 4°C wahrend 30 Minuten erhalten. Das Plasma wurde 
in sechs getrennte Teilmengen von 10 ml in Polypropylenrohr- 
chen aufgeteilt und uber Nacht bei -80°C gelagert. Im AnschluB 
an das Auftauen bei 4 W C und ein Zentrifugieren bei 4°C mit 
2000 x g wahrend 30 Minuten wurde die uberstehende Flussig- 
keit verworfen. Zu dem erhaltenen Kryoprazipitat in jedem 
Rohrchen, resuspendiert in 5 mi des Gleichgewichtspuf f ers 
bei 37°C / wurden 1 ml einer 50 Vol. /Vol. -% Suspension von 
Gelatine, welche an Sepharose 4B entsprechend der Arbeits- 
weise von Cuatrecasas P, Wilchek M und Anfinsen C.B. (1968) 
Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 61_ : 6367-643 gekuppelt und zuvor 
mit dem gleichen Puffer ins Gleichgewicht gesetzt worden war, 
zugesetzt. Nach dem Mischen wurden die Rohrchen weiter bei 37°C 
fur 15 Minuten vor einem Zentrifugieren bei 3300 x g wahrend 
10 Minuten bei 37°C inkubiert. 5 ml der uberstehenden Fliissig- 
keit aus jedem der sechs Rohrchen wurden entnommen, kombiniert 
und auf die Chromatographiesaule aufgegeben. Nachdem die Elution 
von nichtgebundenem Material als vollstandig bestimmt worden war, 
wurde ein linearer Natriumchloridgradient , enthaltend 180 ml 
Anfangspuffer und 180 ml 0,8 M Natriumchlorid, zum Entwickeln 
der gebundenen Proteine eingesetzt, wobei Fraktionen von 
4,0 ml aufgefangen wurden. Der Faktor VIII eluierte als 
einzelner scharfer Peak bei 0,52 M Natriumchlorid mit einer 
Gesamtausbeute von 87 % Faktor VIIIR:Ag, 85 % Faktor VIIIR:CoF, 
75 % Faktor VIIIC:Ag und 44 % Faktor VIII :C. Dieser wurde voll- 
standig von dem gesamten Plasminogen, das bei 0,15 M NaCl elu- 
ierte, von der Masse des Fibrinogens, das als zwei unterschied- 
liche Komponenten bei 0,295 M Natriumchlorid und 0,375 NaCl 
eluierte, und von dem Faktor IX, der bei 0,40 M NaCl eluierte, 
getrennt. Es wurde nur wenig Fibronectin gefunden, was zeigt, 
dafl die Anf angsbehandlung mit Gelatine-Sepharose zur Entfer- 
nung von mehr als 98,5 % des in dem ursprunglichen Kryoprazi- 
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pitats vorhandenen Fibronectins wirksam war. Inununoglobulin G 
(IgG) wurde in zahlreichen Fraktionen, insbesondere dem aus 
der Saule eluierenden Leermaterial nachgewiesen , jedoch wurde 
weniger als 1 % des gesamt auf gef angenen IgG in den Fraktionen 
gefunden, weiche Faktor VIII enthieiten. Es wurde gefunden, daB 
Immunoglobulin M im AnschluB an den Faktor VIII bei 0,62 M Na- 
triumchlorid eluiert. Die Spitzenaktivitat der Aktivitat des 
proteolytischen Enzyms, gemessen unter Verwendung des chromo- 
genen Substrates S2222 zeigte, daB der groBte Teil der Faktor 
Xa-ahnlichen Aktivitat zusammen mit dem ersten der Fibrinogen- 
spitzen bei 0,295 M Natriumchlorid eluierte. Die dem Faktor 
VIII entsprechenden Fraktionen enthieiten nachweisbare Men- 
gen an Aktivitat von proteolytischem Enzym, gemessen mit S2222 
(Faktor Xa) (etwa 10 % der in dem Gesamtaluat aus der Saule 
gefundenen Menge) und S2238 (Thrombin, etwa 25 % der im Gesamt- 
eluat gefundenen Menge) . Diese Aktivitaten von proteolytischem 
Enzym wurden nicht durch die Behandlung bei 4°C mit 10 Gew. /Vol. 
Polyethylenglykol 6000 ausgefallt. Diese Behandlung fallte 
quantitativ den gesamten Faktor VIII aus. Die einzigen ande- 
ren Hauptproteine , weiche als vorhanden in der Faktor VIII- 
Praparation gefunden wurden, waren verschiedene Typen von Lipo- 
proteinen. Diese konnten vom Faktor VIII mittels Ultrazentri- 
fugiermethoden getrennt werden. 

Beispiel 6 

Reinigung von Faktor VIII-Komplex aus Kryoprazipitat durch 
Saulenchromatographie unter Verwendung eines linearen Natrium - 
chloridgradienten kombiniert mit einem konkav abnehmenden pH - 
Gradienten 

Eine silikonbehandelte Giassaule von 60 x 1,6 cm wurde mit dem 
gemaB Beispiel 1 hergestellten ,an Sepharose 4B gebundenen Dex- 
transulfat gefiillt und mit 14 mM Trinatriumcitrat f 2,1 mM 
Kalziumchlorid und 0,075 M Natriumchlorid bei pH = 7,3 und 
bei 4°C ins Gieichgewicht gesetzt. Zwei Gesamtbeutei von 
Kryoprazipitat von Bluttransf usionsdiensten wurden bei 37°C 
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aufgetaut, Gesamtvolumen 40 ml, und auf 100 ml mit Gleich- 
gewichtspuf fer aufgefullt. Die Losung wurde dann auf pH = 
7,3 unter Verwendung von 50 mM Salzsaure titriert und bei 
Zimmertemperatur und 2OO0x g wahrend 15 Minuten zur Entfer- 
nung irgendwelcher Prazipitate (Ausf allungen) zentrif ugiert . 
20 ml der erhaltenen, uberstehenden Fliissigkeit wurden auf 50 
ml mit weiterem Gleichgewichtspuf fer verdiinnt und auf die Saule 
aufgegeben und bei 42 mi/h eiuiert. Nachdem gefunden wurde, 
daB das nichtgebundene Material eiuiert war, wurden die Pro- 
teine entwickelt, wobei ein Zweikammer-Linearsalzgradient , 
enthaltend 450 ml 0,15 M Natriumchlorid, 14 mM Trinatrium- 
citrat, 2,1 M Kalziumchlorid , pH = 7,6, und 450 ml 1,00 M 
Natriumchlorid, 14 mM Trinatriumcitrat , 2,1 mM Kalzium- 
chlorid, pH = 5,8, bei 4°C verwendet wurde. Dieser Gradient 
war linear hinsichtlich der Natriumchloridkonzentration und 
konkav hinsichtlich des pH-Wertes. Eine gute Trennung des 
Faktor VIII-Komplexes von den anderen gebundenen Proteinen 
wurde erreicht: Fibrinogen eluierte als einzelner Bestand- 
teil bei 0,30 M Natriumchlorid und pH = 6,9, Fibronectin bei 
0,42 M Natriumchlorid und pH = 6,63 und Faktor VIII bei 0,51 M 
Natriumchlorid und pH = 6,4. Die Ausbeute an Faktor VIII im 
Vergleich zu der auf die Saule aufgegebenen Gesamtmenge be- 
trug 65 % Faktor VIIIR:Ag, 65 % Faktor VIIICrAg mit 35 % Fak- 
tor VIIl:C-aktivitat. 

Beispiel 7 

Reinigung des Faktor VIII-Komplexes aus Kryoprazipitat durch 
Saulenchromatographie unter Verwendung eines linearen Natrium- 
chloridgradienten kombiniert mit einem konvex abnehmendem pH- 
Gradienten 

Eine silikonbehandelte Saule von 60 x 1 ,6 cm wurde mit der ge- 
maB Beispiel 1 hergestellten Matrix aus Dextransulf at-Sepharose 
4B gefuilt. Das Harz wurde bei 4°C mit 14 mM Trinatriumcitrat, 
2,1 mM Kalziumchlorid in 1 ,0 M Glycin bei pH = 7 , 3 ins Gleich- 
gewicht gesetzt. Zwei Beutel von Kryoprazipitat von Blood 
Transfusion Service wurden bei 37°C aufgetaut, vereinigt und 
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auf 100 ml mit Gleichgewichtspuf f er verdunnt und auf pH = 7,3 
mit 0,05 M Salzsaure eingestellt. Nach dem Zentrifugieren bei 
Zimmer tempera tur zur Entfernung irgendwelcher teilchenf ormigen 
Materialmen wurden 2o ml der uberstehenden Flussigkeit auf 50 ml 
verdunnt und auf die Chromatographiesaule aufgegeben und bei 4°C 
und 42 mi/h entwickelt. Nachdem gefunden worden war, daB alles 
nichtgebundene Material eluiert worden war, wurden die gebunde- 
nen Proteine mit einem einfachen Zweikammergradienten, enthal- 
tend 450 ml des anfanglichen Gleichgewichtspuf fers und 450 ml 
von 1 ,0 M Glycin, 1 ,0 M Natriumchlorid , 2,1 mM Kalziumchlorid, 
pH = 5,5, entwickelt, wobei sich ein Elutionsprof il ergab, das 
linear hinsichtlich der Natriumchloridkonzentration, jedoch kon- 
vex hinsichtlich des sich erniedrigenden pH-Wertes war* Ebenso 
wie bei Beispiel 4 ergab sich eine gute Trennung des Faktors 
VIII von den meisten Plasmaproteinen. Fibrinogen eluierte bei 
0,15 M Natriumchlorid und pH = 7,0, Fibronectin bei 0,28 M 
Natriumchlorid und pH - 6,7, sowie Faktor VIII bei 0,38 M 
Natriumchlorid und pH = 6,5, wobei Gesamtausbeuten von 100 % 
Faktor VIIIR:Ag, 100 % Faktor VIIIR:CoF, 65 % Faktor VIIIC:Ag 
und 35 % Faktor VIII :C erhaiten wurden. 

Beispiel 8 

Reinigung von Faktor VIIIRzAg und Faktor VIIIC:Ag durch Saulen - 
chromatographie auf an Glasperlen gebundenem Dextransulf at 

2,5 g Glasperlen mit kontrollierter PorengroBe (Produkt von 
Electro. Nucleonics Inc., Fairfield, N.J. , USA) mit einer 
MaschengroBe von 120/200 und einem mittleren Porendurchmes- 
ser von 3125 8 wurden gewaschen und mit 500 ml eines 1 % 
Gelatine in 0,05 M Phosphatpuf f ers bei pH = 7,2 fur zwei 
Stunden bei Umgebungstemperatur ins Gleichgewicht gesetzt. 
Es wurde Glutaraidehyd bis zu einer Endkonzentration von 
1 Vol. /Vol. -% zugesetzt, dann wurde 5 Stunden bei Zimmer- 
temperatur geriihrt und dann weitere 16 Stunden stehenge- 
lassen. Das uberschiissige Protein und der iiberschussige 
Glutaraidehyd wurden durch Waschen der Perlen mit 1 M Na- 
triumchlorid und abschlieBend mit destiliiertem Wasser ent- 
fernt. 20 ml der erneut suspendierten Perlen wurden zu 100 ml 
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Dextransulf at (20 mg/ml) zugesetzt, und es wurden 2 g Bromcyan 
unter Riihren zugesetzt, wobei der pH-Wert zwischen 10 und 11 
durch Zugabe von 4 N NatriumhydroxidlSsung fur 30 min bei 4°C 
gehalten wurde. Die Zugabe von weiterem Natriumhydroxid wurde 
unterbrochen, und der pH-Wert wurde sich auf pH = 8,5 fiir 
20 Stunden bei Zimmerumgebungstemperatur stabiiisieren ge- 

f \ A "O -v- f /-x •»-« T.-n i <a r\ aK-Pi I mi 4- 1 (~\ M Ma+*ri nm — 

f CJL O X 1 * i_/ J_ Jt C Xdl VV \JL X. SAW A A «-* Jk^ <J- .A. A. ^ W .k. b» Wt*A%A M*^. W» t , - * A *. ^ «-«•■ A 

chiorid gewaschen. Die Perien wurden dann in eine silikonbe- 
handeite Glassaule von 20 x 0,9 cm eingefiillt und mit 14 mM 
Trinatriumcitrat , 2,14 mM Kaiziumchiorid, pH = 6,85, bei 
Zimmerumgebungstemperatur und Auf rechterhaitung einer StrS- 
mungsrate von 20 mi/h ins Gieichgewicht gesetzt- 5 mi nor- 
maies, gesammeites Piasma, verdiinnt auf 15 mi mit Gleichge- 
wichtspuffer wurde auf die Sauie aufgegeben. Nach Eiution 
d es gesamten Leermateriais wurde die Sauie entwickeit, wo- 
bei ein iinearer Saizgradient von 100 mi Gleichgewichtspuf - 
fer pius 100 mi 1 ,0 M Natriumchiorid im seiben Puffer bei 
pH = 6,85 verwendet wurde. Es wurde eine gute Trennung des 
Faktors VIIIR:Ag von Fibrinogen erreicht, wobei Fibrinogen 
ais Doppeipeak bei 0,25 M und 0,3 M Natriumchiorid eiuierte, 
wahrend der Faktor VIIIR:Ag mit einer Ausbeute von 71 % ais 
einzelner Bestandteii bei 0,55 M Natriumchiorid eiuierte . * 

Der Faktor VIIIR:Ag war 
mit Fibronectin verunreinigt , dieses wurde chromatographisch 
ais Einzelbestandteil bei 0,51 M Natriumchiorid mit einer 
Ausbeute von 86 % abgetrennt. Der Faktor VIIIC:Ag war von dem 
Faktor VIIIR:Ag bei einer Gesamtausbeute von 55 % und Eiution 
ais Einzelbestandteil bei 0,45 M Natriumchiorid getrennt. 

Beispiel 9 

Reinigung von Faktor VIII unter Anwendung der "stuf enweise" 
Eiution aus Chromatographiesaulen 

GemaB Beispiel 1 hergestellte Dextransulf at-Sepharose 4B- 
Matrix wurde in silikonbehandelte Glassaulen von 3,5 cm Lange 
und 5,0 cm Weite eingefiillt und bei 4°C und einer Stromungs- 
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rate von 40 ml/h unter Verwendung eines Gieichgewichtspuf fers 
mit einem Gehalt von 1 ,0 M Glycin, 14 mM Trinatriumcitrat und 
2,1 mM Kalziumchlorid, pH = 7,3, eluiert. 2wei Spendermengen 
von Bluttransf usions-Kryoprazipitat wurden bei 37°C aufgetaut, 
das Volumen wurde auf 100 ml mit Gieichgewichtspuf fer aufge- 
fullt und der pH-Wert unter Verwendung von 50 mM Salzsaure auf 
7,3 eingesteilt. Nach einem vorangehenden Zentrifugieren bei 
2000 x g bei Zimmertemperatur zur Entfernung irgendwelcher 
teilchenformigen Materialien wurden 20 ml der iiberstehenden 
Flussigkeit auf 50 ml mit Gieichgewichtspuf fer verdunnt und 
auf die Chromatographic saule bei einer konstanten Stromungs- 
rate von 40 ml/h aufgegeben, wobei Fraktionen von 7,5 ml auf- 
gefangen wurden, Nachdem die Elution des Leermaterials abge- 
schlossen war, wurde die Saule zuerst mit einem "Zwischen- 
puffer", enthaltend 1 ,0 M Glycin, 14 mM Trinatriumcitrat , 
2,14 mM Kalziumchlorid und 0,175 M Natriumchlorid , pH = 7,0, 
eluiert, wobei die Stromungsrate auf 40 ml/h gehalten wurde, 
dann wurde mit einem "Endpuffer", enthaltend 1 ,0 M Glycin, 
14 mM Trinatriumcitrat, 2,1 mM Kalziumchlorid, 0,5 M Natrium- 
chlorid, pH = 6,2, eluiert, wobei die Stromungsrate auf 200 ml/h 
erhoht wurde. Es wurde kein nachweisbarer Faktor VIII und nur 
0,04 % des Anf angs-Fibrinogens in den Leermaterialien, welche 
aus der Saule eluierten, gefunden. 86 % des Anf angs-Fibrino- 
gens wurden mit dem "Zwischenpuf f er" eluiert, wobei nur* 0,2 % 
des Anfangswertes des Faktors VIIIR:Ag und 7,5 % des Faktors 
VIIIC:Ag, welcher keine nachweisbare Aktivitat von Faktor 
VIII :C besa/3, mit eluiert wurden. Im Gegensatz dazu enthielt 
das Material, welches bei der hoheren Stromungsrate unter 
Verwendung des "Salzendpuf f ers" eluierte, weniger als 0,2 % 
des Anf angs-Fibrinogens , 60 % an Faktor VIIIR:Ag, 20 % an 
Faktor VIIIC:Ag und 22 % an Faktor VIII :C-aktivitat . Die 
Analyse dieser Fraktion durch Hochleistungsf liissigkeits- 
chromatographie (HPLC) plus ELISA-Messungen zeigte, da8 die 
einzigen Hauptkomponenten auBer dem Faktor VIII Phospholipide 
waren. Diese konnten durch Zentrifugieren der durch Behand- 
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lung mit 10 % Polyethylenglykol 6000 gebildeten Prazipitate 
bei 65 OOO x g, wobei das Lipoprotein auf der Oberflache 
schwamm, getrennt werden. Eine andere "Endpuf f er "-losung 
enthait 1 ,0 M Giycin, 14 mM Trinatriumcitrat, 2,14 mM Kal- 
ziumchlorid und 0,5 M Natriumchlorid, pH = 7,3, wobei ver- 
gleichbare Gesamtausbeuten erhalten werden. 

Beispiel IP 

Ansatzweise Reinigung von Faktor VIHRrvWp 

Es wurde Dextransulf at-Sepharose 4B nach der Bromcyanmethode 

wie in Beispiel 1 hergestellt. Die Matrix wurde bei 0,15 M 

Natriumchlorid, 1 4 mM Trinatriumcitrat und 2,14 mM Kalzium- 

chlorid, pH = 6, 85, ins Gleichgewicht gesetzt und mit einem 

gleichen Volumen an frischem, citrierten, plattchenarmem 

Plasma plus zwei Volumina an Gleichgewichtspuf f er bei Zimmer- 

temperatur vermischt. Die Matrix wurde wahrend 30 Minuten vor- 

sichtig geruhrt und dann bei +10°C und 3000 x g wahrend 10 

die 

Minuten zentrif ugiert und/iiberstehende Flussigkeit verworfen. 
Die gewaschenen Dextransulf atperlen wurden abschliefiend in 
einem Volumen des Puffers gleich dem urspriinglichen Plasma 
mit einem Gehalt von 0,80 M Natriumchlorid suspendiert und 
30 Minuten hiermit vermischt. Das Harz wurde erneut bei +10°C 
abzentrifugiert und die den eluierten Faktor VIliR:vWp ent- 
haltende iiberstehende Flussigkeit entfernt. Die Ausbeute 
an Faktor VIIIRrvWp bei der ansatzweisen Arbeitsweise ent- 
spricht 60 % des auf gebrachten Gesamtmaterials . 

Beispiel 1 1 

Ansatzweise Entfernung von Fibrinogen aus Kryoprazipitat 

Entsprechend der Arbeitsweise von Beispiel 1 wurde Dextran- 
sulf at-Sepharose 4B-matrix nach der Bromcyanmethode herge- 
stellt. 7 ml des gewaschenen Harzes wurden in einem gleichen 
Vo Lumen an Puffer, enthaltend 14 mM Trinatriumcitrat, 2,1 mM 
Kalziumchlorid, pH = 6,85, bei +4°C wieder suspendiert. 7 ml 
an wiederauf gelos tern Kryoprazipitat von Bluttransf usionsser- 
vice wurden zugesetzt, und das Rohrchen wurde kontinuierlich 
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fiir 60 Minuten vorsichtig gemischt. Das Rohrchen wurde bei 
2000 x g und 4°C fur 5 Minuten zentrif ugiert und die iiber- 
stehende Fiiissigkeit entfernt. Das Gei wurde erneut in ei- 
nem gieichen Voiumen an Gleichgewichtspuf f er fiir 5 Minuten 
suspendiert, zentrif ugiert und die uberstehenden Fiiissigkei- 
ten entfernt. Der Fibrinogengehalt der vereinigten f uber- 
stehenden Fiussigkeiten machte weniger ais 5 % des Anfangs- 
fibrinogens aus r wobei jedoch 85 % des Anf angsf aktors VIIIR:Ag 
und 50 % des Anf angsf aktors VIII :C vorlagen. Bei 4°C ist die 
Kinetik der Bindung des Proteins an die Matrix derart, daB 
die Bindung des Fibrinogens rasch ist, wahrend diejenige des 
Faktor VIII-Komplexes langsam ist, Nur im AnschluB an eine 
Inkubation mit der Matrix bei 4°C wahrend 22 Stunden ergibt 
eine Kombination von mehr ais 90 % des Anf angsf aktors VIII 
mit der Matrix, Die Prinzipien der in diesem Beispiel ange- 
wandten Arbeitsweise iiefern eine Methode fiir die Entfibrinie- 
rung von Gesamtpiasma vor der weiteren Reinigung von nichtge- 
bundenem Faktor VII-Kompiex. 



